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Infekcija humanim papiloma virusima (HPV) klju¢ni je ¢imbenik u razvoju karcinoma cerviksa. Maligne promjene mogu

nastati ako su ispunjeni visestruki uvjeti, koji su definirani virusnim znacajkama i imunim odgovorom domacina.

Virusnu komponentu ¢ine genotip virusa i sposobnost virusa da izbjegne imunoloski odgovor domacina,

perzistencija infekcije i intenzitet infekcije, a imunogeneticka konstitucija pojedinca, staniéno posredovani imuni

odgovor i utjecaj vanjskih ¢imbenika kao $to su lijekovi i bolesti s imunosupresivnim djelovanjem, definiraju

imunopatogenetski doprinos domacina. Rezultati i doprinos molekularnih studija imunopatogeneze HPV-a odituju

se u dva bitna smjera: prevenciji, razvojem profilakticke i terapeutske vakcine koja je vec u zavrsnim fazama klinickih

ispitivanja, i uvodenjem molekularne dijagnostike u rutinu, koja je omogucila kvalitativau i kvantitativnu analizu

virusne komponente i genotipizaciju virusa, osiguravajudi informacije bitne za procjenu rizika i donosenje odluke

o terapijskom postupku

nosticira se godi$nje u svijetu i po broju predstavlja drugi naj-
¢esci karcinom u Zena. Brojne epidemioloske i moleku-
larne studije su pokazale da je humani papiloma virus (HPV)
povezan s nastankom premalignih i malignih lezija cerviksa.
Danas je opceprihvaceno da je HPV infekcija spolno prenosiva
bolest i etiopatogenetski ¢imbenik karcinoma cerviksa. Porodica
HPV-a sadrzi vise od 150 tipova, od kojih oko 30 inficira anogeni-
talnu regiju. Najnovije studije su pokazale da se u vise od 99,7%
plocastih karcinoma cerviksa moze dokazati HPV.

Viée od 450.000 novih sluc¢ajeva karcinoma cerviksa dijag-

Imunopatogeneza HPV infekcije

Papiloma virusi su mali DNA virusi koji inficiraju sluznice i kozni
epitel, te uzrokuju hiperproliferacijske lezije. Infekcije uzrokovane
papiloma virusima su Ceste u ljudii u Zivotinja, i u veéini slucajeva
infekciju slijedi aktiviranje imunoloskog odgovora domacina. Imuni
sustav ima vodecu ulogu u odredivanju tijeka HPV infekcije, premda
je, poput drugih virusa, HPV razvio mehanizme izbjegavanja imu-
noloskog odgovora domacina. Iako je u vecini slu¢ajeva imuni sus-
tav sposoban eliminirati infekciju, dugotrajna perzistencija virusa
moze dovesti do nastanka premalignih i malignih promjena.

Papiloma virusi moduliraju imunoloski odgovor domacina na dva
nacina: indirektno, putem prirode zivotnog ciklusa virusa, i direk-
tno, interferencijom s domacinovim antivirusnim imunim meha-
nizmima, ukljuc¢ujudi interferonski odgovor i stani¢nu imunost
posredovanu HLA antigenima klase 1.

Znacajke humanog papiloma virusa. HPV pripada porodici Papi-
llomaviridae. To je mali virus, sastoji se od dvolancane, kruzne DNA
(episoma), duzine oko 8000 parova baza, kodirajuci samo 8 do 9
gena.

Na temelju homologije genoma (nukleotidnih sekvenci) HPV
se dijele u genotipove i varijante. Ako se pojedini izolati HPV razli-
kuju za vise od 10% u L1 regiji, svrstavaju se u zasebne genotipove,
a ako se razlikuju od 2 do 10%, svrstavaju se u varijante istog geno-
tipa. Do danas je izolirano vise od 150 HPV genotipova, od kojih

je za oko 80 u potpunosti poznat slijed nukleotidnih sekvenci. Oso-
bitost HPV genotipova je da razliciti genotipovi inficiraju razli¢ite
odjeljke epitela i sluznica. Oko 30 genotipova preferencijalno infi-
cira sluznice anogenitalne regije i prema tipu lezija koje uzrokuju
dijele se u HPV tipove “visokog rizika” s karcinogenim potencijalom
i tipove “niskog rizika” koji uzrokuju benigne bradavice. U vise od
90% HPV pozitivnih karcinoma cerviksa dokazano je 5 HPV geno-
tipova: HPV16, HPV18, HPV 31, HPV33 i HPV 45 sto ih svrstava
u visokorizi¢ne genotipova. Ostali tipovi kao $to su 35, 51, 52, 56,
58,59, 68 1 73 nalaze se u karcinomu cerviksa sporadi¢no, takoder
se ubrajaju u HPV visokog rizika, ali epidemioloski ne predstavlja-
ju znacajan ¢imbenik.

HPV je apsolutno ovisan o mehanizmima replikacije stanice
domacina koji su mu potrebni za produktivan Zivotni ciklus. Genom
virusa sastoji se od tri grupe gena: geni kontrolne regije (LCR),
strukturalni geni L1 i L2, koji kodiraju proteinski zastitni omotac
oko DNA, i nestrukturalni, rani geni (E-early genes), koji kodiraju
proteine ukljucene u reguliranje replikacije virusa, kontrole ekspre-
sije gena i interakcije sa stani¢nim proteinima domacdina (SLIKA 1).
Dva rana proteina, E6 1 E7 su virusni onkogeni, koji interferiraju
u niz stani¢nih procesa, medu kojima su najznacajniji podrzavanje
stani¢ne proliferacije i imortalizacije stanice kao bitni koraci u kar-
cinogenezi.

Zivotni ciklus humanog papiloma virusa. Epitel je karakteristi¢an
po trajnom gubitku diferenciranih, zrelih stanica i obnavljanju novim
stanicama iz bazalnog sloja epitela. U tom kontekstu, da bi izbjegao
eliminaciju s mrtvim stanicama, HPV se prilagodio dinamici epitel-
nih stanica inficirajuci mati¢ne — bazalne epitelne stanice smjestene
iznad bazalne membrane. Infekcija se naj¢esce zbiva putem mikro-
traume epitela, a dijelom i putem do sada neidentificiranih recepto-
ra. Tijekom infekcije bazalnih stanica HPV genom biva prenesen
u jezgru, mehanizmima koji nisu poznati. Unutar jezgre HPV
genom je smjesten ekstrakromosomalno, u formi episoma. Broj
genomskih kopija se povecava na 50-100 kopija, koje se dalje replici-
raju jednom po stani¢noj diobi, koristeci replikacijske mehanizme
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stanice domacina. Za vrijeme dok se zadrzava u bazalnom sloju, HPV
odrzava produkciju proteina na minimumu. Uglavnom se ocituju
E6 i E7 onkoproteini, uz zanemarivu koli¢inu drugih ranih gena.
Pomocu E6 i E7 proteina modificira se stani¢ni okolis s ciljem da
pogoduje daljnjoj replikaciji virusa tijekom diferenciranja inficira-
nih stanica u keratinocite. E5 rani protein povisuje razinu mitogenih
faktora koji povecavaju proliferaciju bazalnih stanica. Svrha ovog
procesa je povecanje broja inficiranih stanica.

Kada je infekcija sigurno uspostavljena, HPV se $iri na povrsinu
epitela gdje se formiraju virioni i otpustaju u okolinu. Ova zbivanja
su potaknuta ocitovanjem E1 i E2 proteina. E2 protein suprimira
ocitovanje onkogenih proteina E6 i E7, $to zaustavlja proliferaciju
stanica domacina, omogucava njihovu diferencijaciju u keratinocite i
premjestanje u suprabazalne epitelne slojeve. Buduci da je ocitovanje
E6 i1 E7 proteina reducirano, E1 se veze na dugu kontrolnu regiju
(LCR) i pobuduje DNA replikacijske mehanizme u stanici domaci-
na koji repliciraju HPV genom. Kada inficirani keratinociti dosegnu
gornje slojeve epitela, HPV pocinje ocitovati E4, L1 i L2 proteine
koji su potrebni za formiranje viriona. Virusne cestice se proizvode
u tisu¢ama kopija i $ire neposrednim kontaktom epitela i sluznica
na novog domacina (SLIKA 2).

Molekularne osnove HPV inducirane karcinogeneze. HPV geno-
tipovi visokog rizika (HPV-HR) su potentni induktori stani¢ne pro-
liferacije i imaju sposobnost imortalizacije humanih stanica — ¢ine
ih neosjetljivim na mehanizme ogranicenja zivotnog vijeka. Najzna-
¢ajniji mehanizmi indukcije karcinogeneze posredovane humanim
papiloma virusima visokog rizika su interakcija virusnih onkogenih
proteina E6 i E7 s tumor supresorskim proteinima p53 i pRB (reti-
noblastoma protein).

E6 protein HPV-HR stvara kompleks s p53 proteinom i posre-
duje njegovu razgradnju u proteolitickom ubikvitinskom ciklusu.
P53 je sredisnji kontrolor procesa stani¢nog rasta i diobe. Ocitovanje
p53 aktiviraju procesi stresni za stanice, kao sto su DNA ostecenje,
hipoksija, niska razina ribonukleozid trifosfata. Povecana ekspresija
P53 proteina u stanici inducira dva glavna dogadanja: zaustavljanje
stani¢nog rasta u G1 fazi stani¢nog ciklusa (kontrolna tocka za po-
pravak DNA) i indukciju apoptoze. Snizena ekspresija p53 proteina
¢ini stanicu neosjetljivom na DNA ostecenja i omogucava takvim
stanicama izbjegavanje apoptoze. U velikom broju tumora p53 na-
lazi se u mutiranom obliku, sto ukazuje da promjene u ekspresiji i
gubitak funkcije p53 omogucuju replikaciju ostecene DNA, uzroku-
ju gensku nestabilnost i o¢itovanje neoplasti¢nog fenotipa stanica.

E7 proteini HPV-a visokog rizika ¢ine komplekse i u tom obliku
interferiraju na putu djelovanja RB proteina. RB gen je ¢lan genske
porodice koja ukljuc¢uje P107 i P130. Zajednicko djelovanje prote-
ina ove genske porodice ocituje se u supresiji gena koji reguliraju pro-
gresiju stani¢nog ciklusa, stani¢nu diferencijaciju i apoptozu. Proteini
RB porodice su u interakciji s transkripcijskim faktorom E2F koji
ima klju¢nu ulogu u aktivaciji gena potrebnih u DNA replikaciju i
stimuliranju ulaza stanice u S fazu stani¢nog ciklusa (DNA sintezu).

Slika 3. HPV-DNA, probir na visoki i niski rizik; Studija Rijeka 2004.

Slika 1. Shematski prikaz organizacije genoma Humanog papiloma
virusa. HPV je apsolutno ovisan o mehanizmima replikacije stanice
domacdina koji su mu potrebni za produktivan Zivotni ciklus
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Slika 2. Zivotni ciklus humanog papiloma virusa i mjesto replikacije
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Vezudi se na promotore koji imaju afinitet za E2F transkripcijski
faktor, RB blokira ekspresiju gena. Kada je RB inaktiviran, npr. kada
¢ini kompleks s E7 proteinom HPV-a, stanice su sklonije ulasku i
zaostajanju u S fazi, $to stimulira replikaciju DNA, a posredno i pro-
liferaciju stanica.

Pogadajuci glavni protutumorski put, E6 i E7 stvaraju nove sta-
ni¢ne fenotipove sklone akumulaciji mutacija, otporne na protupro-
liferacijske signale i sigurnosne stani¢ne mehanizme koji u normal-
nim uvjetima ¢uvaju stani¢nu diobu u precizno odredenom redu.

HPV i imunoloski odgovor. Imunoloski odgovor moze se podije-
liti na specifi¢ni (ste¢eni) i nespecifi¢ni (prirodeni). Prirodeni imunitet
osigurava prvi i brzi odgovor na pojavu infekcije. Osnovne kompo-
nente prirodenog imuniteta su prirodne zapreke poput epitelnog tkiva,
fagociti, stanice ubojice (NK stanice), proteini komplementa, koagu-
lacijskog sustava i citokini. Steceni imunitet se sastoji od humoral-

Slika 4. Tipizacija HPV-a. Genotip specifi¢na amplifikacija (SSP- PCR);
Studija Rijeka 2004

Generi¢ki primeri za HPV tipove
visokog rizika (16, 18, 31, 33, 45, 52)

Generi¢ki primeri za HPV tipove
niskog rizika (6,11)

1 Molekulami biljeg 100 pb
2,3 Uzorci - HPV 18 poz.

4 Kontrola HPV 18

56 Uzorci - HPV 31 neg.

7 Kontrola HPV 31

1 Molekulami biljeg 100 pb
2 Negativna kontrola
3,4,5 Uzorci- HPV 16 neg.

6 Kontrola HPV 16
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nog i stani¢no posredovanog imuniteta. B-limfociti stvaranjem pro-
tutijela posreduju humoralni imunitet, a T-limfociti su odgovorni
za stani¢no posredovani imunitet.

Sustav tkivne podudarnosti (HLA) ima glavnu ulogu u uspostav-
ljanju imunog odgovora na infekciju. Geni HLA razreda I i IT kodi-
raju proteine receptore, odgovorne za predstavljanje stranih peptida
T-stani¢nim receptorima u procesu imunoloskog prepoznavanja.
Receptori HLA razreda I se nalaze na stanicama s jezgrom i pred-
stavljaju unutarstani¢ne peptide CD8+T stanicama, dok receptori
HLA razreda II se nalaze na specijaliziranim stanicama imunog
sustava — antigen prezentirajuéim stanicama (APC), makrofagima,
dendriti¢nim stanicama i Langerhansovim stanicama. Ove stanice
fagocitiraju proteine. Razgraduju ih do peptida i predstavljaju
CD4+T stanicama putem molekula HLA razreda II. Opdenito, i
prirodeni i steceni imunoloski odgovor se uspostavljaju kao odgov-
or na virusnu infekciju. Inficirane stanice ocituju i izlu¢uju citokine
interferon -a i -f3, koji pripremaju stanice za obranu od virusne
infekcije na dva nadina. Prvo, stimuliraju povecano o¢itovanje HLA
molekula razreda I koje predstavljaju unutarstani¢ne virusne pep-
tide T-stanicama i na taj nacin posreduju u uspostavljanju stani¢no
imunoloskog odgovora. Drugo, induciraju susjedne stanice na oci-
tovanje brojnih enzima koji ce ko¢iti virusnu replikaciju.

Da bi izbjegli imunoloski odgovor, HPV virusi ometaju procese
o¢itovanja molekula HLA razreda I interferirajudi najcesée protei-
nom E5 u ciklus formiranja polipeptidnih lanaca HLA molekule.

Prirodeni imunoloski odgovor posredovan je NK-stanicama koje
prepoznaju i eliminiraju stanice koje nemaju ocitovane molekule
HLA razreda I. Vecina tumora i virusnih infekcija suprimiranjem
ekspresije HLA molekula pokusava prikriti svoje djelovanje u zah-
vacenoj stanici i funkcija NK stanica, koje stalno cirkuliraju i vrse
primarni imunoloski nadzor u organizmu domacdina jest da takve
stanice eliminiraju.

Steceni imunitet protiv virusnih infekcija ocituje se sintezom pro-
tutijela ili citotoksi¢nih T-limfocita (CTL). Protutijela sprjecavaju
viruse da udu u stanice, dok CTL uklanjaju infekciju ubijajudi infi-
ciranu stanicu koja izlaze virusni peptid ili tumor specifican peptid
putem molekule HLA razreda I.

Spolno prenosivi virusi poput anogenitalnih HPV-a, da bi se $ir-
ili i napredovali, trebaju ostati u domacdinu tako dugo dok, tijekom
spolnog kontakta, ne inficiraju novog domacina. U cilju opstanka,
HPV je razvio strategiju izbjegavanja imunog sustava, koji se ocituje
u dva osnovna principa:

1. Cjjeli zivotni ciklus HPV provodi u epitelu. Na taj nacin nije
izlozen imunoloskim nadzornim stanicama u cirkulaciji i izbjegava
humoralni imunoloski odgovor.

2. Niskom razinom sinteze virusnih proteina HPV virus odrzava
niski stupanj stimulacije imunog sustava. Dok boravi u donjim slo-
jevima epitela, HPV ogranicava pojavljivanje gena koji kodiraju rane
proteine E1, E2, E5, E6 1 E7. Ovi proteini su uglavnom smjesteni u
jezgri, i na taj nacin zasticeni od nadzora antigen prezentirajucih
stanica. Dokazano je da E7 smanjuje stvaranje interferon -a.i -3, $to

treba podudarati nekoliko nezavisnih zbivanja koja ¢e promijeniti
normalne tokove stani¢nog rasta i stanicu skrenuti u maligni pro-
ces. Slijed zbivanja koji su do sada naznaceni kao najznacajniji fak-
tori rizika u HPV karcinogenezi su perzistirajuca virusna infekcija,
intenzitet virusne infekcije (kolic¢ina virusa), destabilizaciju genoma
stanice domacina, imunoloske znacajke domacina, bolesti s imuno-
kompromitirajuéim tijekom, te utjecaji rizicnog ponasanja i okoli-
ne, kao op¢i faktori rizika.

Molekularne analize HPV pozitivnih karcinoma (HPV visokog
rizika) i benignih genitalnih bradavica (HPV niskog rizika) pokazale
su razlike koje potjecu od transformirajucih sposobnosti ovih grupa
virusa. U benignim bradavicama i preneoplasti¢nim lezijama HPV
genom se odrzava u episomalnoj formi (neintegriran), dok se u karci-
nomima virusna DNA nalazi uglavnom integrirana u stani¢ni genom
domacina. Ovi nalazi pokazuju da je za malignu transformaciju
vazna integracija virusne DNA, pri ¢emu znacajnu ulogu imaju
HPYV visokog rizika. Integracija u kromosome domacdina ne zbiva
se u nekoj posebnoj regiji ili kromosomu (virusna DNA je prona-
dena na razli¢itim kromosomima u karcinomima), ali nacin inte-
gracije je klonalan, $to znaci da je mjesto integracije virusne DNA u
svim stanicama istog tumora identi¢no. To dokazuje da integracija
virusne DNA nije slucajni dogadaj, nego jedan od osnovnih
aktivnih pokretaca maligne transformacije stanice.

Molekularne analize HPV pozitivnih karcinoma su pokazale da
je virusni genom uvijek prekinut na istom mjestu — izmedu E1 i E2
gena. Bududi da je regija E2 gena odgovorna za represiju tran-
skripcije onkogenih ranih gena E6 i E7, prekidanje regije dovodi

Slika 5. Ucestalost HPV-DNA u invazivnom karcinomu vrata
maternice; Studija Rijeka, 2004., arhivski materijal

Ucestalost HPV tipova u in situ i invazivnom

karcinomu vrata maternice (N=94)
(Studija Rijeka, 2004, arhivski materijal 1995-2004)

6.1%

D HPV negativni
D HPV pozitivni

93.9%

Slika 6. Raspodjela genotipova u skupini HPV pozitivnih ispitanika
(n = 123); Poliklinika Virogena Plus, 2004.
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proteina i antigen prezentirajucih stanica je uglavnom ogranicen na
fagocitozu umirucih keratinocita. Postoje indikacije da se na taj nacin, % | 2 i
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su i drugi mehanizmi da bi se u potpunosti razvio maligni fenotip. Genotipovi
Brojne studije su pokazale da su ti procesi vrlo kompleksni, da se
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do gubitka funkcije E2 gena i nekontrolirane ekspresije E6 i E7
proteina u mitotski aktivnim stanicama domacina, koje dobivaju
selektivnu prednost u prezivljavanju i podrzavaju virusnu integraci-
ju kao uzro¢ni mehanizam karcinogeneze.

Razvoj cjepiva u prevenciji HPV infekcije. Prevencija HPV infek-
cije moguca je primjenom cjepiva koja su u posljednjih pet godina
u sredistu zanimanja epidemiologa i javnog zdravstva. Nekoliko
svjetski poznatih farmaceutskih kompanija paralelno razvija cjepi-
vo, koje se uglavnom razlikuje po broju antigena pojedinih virusnih
genotipova ukljucenih u stimulaciju humoralnog imunoloskog
odgovora. Uglavnom se radi o HPV genotipovima visokog rizika 16
118, ili 0 kombinaciji niskog rizika 6111 1 HPV 16 i 18. Osnovu cjepi-
va ¢ini prazna virusna ovojnica (virus-like particles, VLP), koja ne
moze izazvati infekciju, ali djeluje kao snazan imunogen. Cjepivo
se daje u injekciji, u tri doze. Preliminarne klinicke kontrolirane
studije cjepiva koje sadrzi antigen HPV 16 pokazale su postojanje
profilakti¢ke zastite tijekom 2 do 3 godine pradenja sudionica u
studiji, uz dobru toleranciju cjepiva i dobar humoralni odgovor.
Prevencija karcinoma cerviksa putem cijepljenja je sigurno jedno
od velikih dostignuca, no primjena se ne moze ocekivati u vrlo
bliskoj buduénosti. Naime, postavlja se nekoliko bitnih pitanja koja
prije ople primjene cijepljenja protiv HPV-a treba rijesiti:

+ Cjepivo je antigen specificno (npr. HPV-16) i pobuduje antigen
specifican humoralni odgovor. Je li specifican humoralni odgovor
tipa anti-HPV 16 dostatan za zastitu od infekcije drugim HPV-tipom?

+ Ako je ¢jepivo polivalentno (kombinacija HPV genotipova), je
li dovoljno protektivno za pojedinacni genotip?

« Ako je osoba perzistentno inficirana, moze li cjepivo djelovati
terapeutski?

+ Ako su neoplasti¢ne lezije prisutne, moze li cjepivo pogodovati
remisiji lezije?

Sva ova pitanja ukazuju da put do opce primjene cjepiva nece
biti brz i da je od posebne vaznosti za javno zdravstvo postojanje
preventivnih nacionalnih programa za zastitu zenskog zdravlja,
koji se temelje na redovitom kontrolnom probiru citoloskim testi-
ranjem (Papa test) i molekularnoj dijagnostici HPV infekcije, koja
Ce identificirati uzro¢nika neoplasti¢ne promjene stanica i na temelju
definiranja HPV-genotipova definirati mogucde rizike progresije u
malignitet.

Molekularna dijagnostika

Saznanje da je HPV glavni etioloski ¢imbenik gotovo svih karcino-
ma cerviksa od posebne je vaznosti za preventivnu medicinu. Sve
je ujednaceniji stav u svijetu da uz citolosku dijagnostiku HPV dijag-
nostika treba biti uklju¢ena u preventivni probir na karcinom
cerviksa. Dokazivanje HPV-a u citoloski nejasnim i neoplasti¢nim
promjenama niskog stupnja trebalo bi pridonijeti postavljanju to¢ni-
je dijagnoze i pomo¢i klini¢aru u odabiru tipa i intenziteta terapijske
skrbi za pacijenta.

Uz potvrdan nalaz o HPV infekciji, vazno je utvrditi genotip
virusa — radi li se o infekciji s genotipom visokog ili niskog rizika.
Testovi koji se rabe u HPV dijagnostici moraju biti visoke specifi¢-
nosti i osjetljivosti. Ovako visoke zahtjeve mogu ispuniti dvije metode
koje se danas paralelno primjenjuju u svijetu. To su molekularno
bioloske metode:

1. polimerazna lanc¢ana reakcija (PCR) i

2. hibridizacijska metoda -Hybrid capture (HC).

Polimerazna lancana reakcija (PCR). PCR metoda temelji se na
umnozavanju dijela DNA molekule pomocu enzima DNA polime-
raze. Ciljni dio molekule odreduje se izborom zacetnika (primera)
koji omeduju bududi umnozeni fragment. Izborom zacetnika osigu-
rava se specificnost testa, a osjetljivost se postize ciklickim umnoza-
vanjem istog fragmenta u prosjeku od 30 do 40 ciklusa. Teoretski od
jedne ciljne DNA molekule nakon 35 ciklusa u epruveti se dobiva 2*°
istovjetnih DNA molekula. Tako se postize da se od mikro koli¢ina
DNA materijala (5-10 virusnih genoma) dobije dovoljna koli¢ina
virusnog DNA materijala koji se moze dalje analizirati.

U specijaliziranim laboratorijima za molekularnu dijagnostiku
koristi se nekoliko standardiziranih tipova zacetnika, koji kao ciljnu
regiju za umnozavanje DNA imaju L1, E6 i E7 regije humanog
papiloma virusa.

Da bi se u jednom testu mogli teoretski umnoziti gotovo svi HPV
genotipovi, koriste se tzv. genericki zacetnici koji odgovaraju kon-
zerviranom dijelu HPV-genoma u L1 regiji (zacetnici MY09/MY11,
GP5+/GP6+, SP10). Genotipizacija dobivenog HPV-PCR produkta
(amplikona) moze se naciniti na nekoliko nacina:

1. hibridizacijom genotip specificnim oligonukleotidom

2. cijepanjem amplikona s restrikcijskim enzimima (RFLP) i

3. umnozavanjem virusne DNA s genotip-specifi¢nim zacetni-

cima (SSP-PCR).

Ove metode se mogu s jednakim uspjehom primjenjivati, bio
pocetni materijal obrisak cerviksa ili arhivski materijal iz parafin-
skih kocki. Na stici 3. prikazani su rezultati PCR analize uzoraka
izoliranih iz parafinskih kocki, umnozenih generic¢kim zacetnicima
za HPV genotipove visokog i niskog rizika.

Na stici4.je primjer genotip specifi¢nog umnozavanja, sa zacet-
nicima specifiécnim za HPV genotip 16, 18 i 31.

Metoda hibridizacije (Hybride Capture, HC II). Metoda hibridi-
zacije (Hybride Capture, HC) primarno je razvijena za rutinski pro-
bir i dokazivanje HPV-a u obriscima cerviksa. To je jedina metoda
s licencom Americke agencije za hranu i lijekove (Food and Drug
Administration — FDA) koja istovremeno ima standardiziran test i
pribor za uzimanje obrisaka cerviksa (citocetkice i epruvete s trans-
portnim materijalom). Princip HC metode je hibridizacija virusne
DNA s kolekcijom RNA proba za HPV visokog rizika (16, 18, 31,
33, 35, 45, 51, 52, 56) i niskog rizika (6, 11, 42, 43, 44) u tekucem
mediju, u formatu mikrotitar plo¢ica. Nastali DNA-RNA hibrid
veze se na specificno DNA-RNA antitijelo kojim su oblozene jazice
mikrotitar plo¢ice (hybride capture). Detekcija DNA-RNA hibrida
se provodi pomocu sekundarnog antitijela koje prepoznaje kom-
pleks DNA-RNA i koje aktivira detekcijski kompleks alkalne fosfa-
taze i kemiluminiscentnog supstrata. Intenzitet kemiluminiscencije
se mjeri pomoc¢u luminometra i intenzitet odgovara koli¢ini virusne
DNA u uzorku. Prednosti ove metode su standardizacija cijelog pos-
tupka, $to je vazno kada se radi o dijagnostici, i relativno lako izvo-
denje testa, koji ne zahtijeva osoblje specijalizirano za molekularno-
bioloske metode. Informacija klini¢aru je na razini kako je test de-
Klariran, a to je probir na HPV genotip visokog ili niskog rizika. Ako
su zahtjevi klinicara specifi¢niji, a odluka o terapiji zahtjevnija, kli-
nicar Ce zatraziti odredivanje pojedina¢nog HPV genotipa. U tom
slucaju genotipizacija se treba provesti jednom od PCR metoda. Ne-
dostaci HCII metode su razina osjetljivosti testa koja je ispod osjet-
ljivosti generickog PCR-a (niza oko 100 puta) i nemogucénost HPV
genotipizacije, koja postaje sve znacajnija zbog epidemioloskih
pokazatelja i izbora optimalnih HPV antigena koji ¢e u buduc¢nosti
¢initi cjepivo protiv HPV-a.

Prikaz studija o prevalenciji HPV-a. Tijekom 2004. godine naprav-
ljene su dvije studije prevalencije HPV u Hrvatskoj. Obje studije
koristile su PCR metode generickog umnozavanja pomocu standar-
diziranih zacetnika, ve¢ navedenih u tekstu, a zatim je napravljena
HPV genotipizacija pomocu genotip specifi¢nih zacetnika. Oko 30%
uzoraka paralelno je genotipizirano i metodom INNO Lipa, firme
Innogenetics, koja se temelji na generickom umnozavanju HPV-DNA
i reverznoj hibridizaciji na podlogama na koje su vezane genotip
specifi¢ne probe.

U studiji Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci
analizirani su arhivski uzorci histoloski potvrdenih karcinoma cer-
viksa (54 karcinoma plocastog epitela, prikupljenih od 2001. do
2004. godine i 40 adenokarcinoma prikupljenih od 1995. do 2004.
godine). Rezultati su prikazani na sticis.

Od ukupno 94 analizirana karcinoma u samo 6 nije dokazana
HPV-DNA. U 93,9% HPV-pozitivnih (N= 88) karcinoma cerviksa
dokazani su genotipovi visokog rizika i to 16, 18,31, 33 i dva puta u
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mijesanoj infekciji, uz genotip 16 i genotipovi 52 i 74.

Preliminarna studija provedena u Poliklinici Virogena Plus u Za-
grebu, 2004. godine, u skupini HPV-pozitivnih ispitanika (89 Zena
134 muskarca: obrisci cerviksa kod Zena i obrisci vanjskog spolovila
iuretre kod muskaraca) pokazala je distribuciju HPV genotipova vi-
sokog 1 niskog rizika (sLikae). U 69,1% ispitanika utvrdeni su HPV-
genotipovi visokog rizika, dok je 30,9% ispitanika imalo HPV-ge-
notipove niskog rizika.> !! U skupini visokog rizika 23 ispitanika
(20 zena i 3 muskarca) bila su inficirana genotipom koji nije pripa-
dao grupi 6, 11, 16, 18, 31 i 33 i nije postojecom metodom mogao
biti identificiran.

Opve studije, kao i prethodna studija M. Gree i suradnika (2001),
pokazale su da je u Hrvatskoj prevalencija HPV infekcije visoka, da
predominiraju HPV genotipovi visokog rizika i da je HPV 16 naj-
ucestaliji genotip. Takoder je ukazano na potrebu definiranja stava
o HPV testiranju muskaraca, bilo kao partnera inficiranih zena ili u
dijagnostickoj proceduri identifikacije uzroka neoplasti¢nih prom-
jena u analnoj i urogenitalnoj regiji.

HPV infekcija i sve posljedice koje donosi jest javnozdravstveni
problem koji se vise ne smije zanemarivati i prepustiti sporadi¢nim
intervencijama. Po ugledu na razvijene zemlje u svijetu, potreban
je konsenzus struke, javnog zdravstva i politike, koji ¢e na temelju
relevantnih podataka donijeti nacionalni program otkrivanja, dijag-
nostike, prevencije i terapije HPV infekcije.

Zakljucak

Epidemioloske i molekularno bioloske studije zna¢ajno su doprini-
jele znanju o prirodi HPV infekcije. Cinjenica da je HPV glavni etio-
loski ¢imbenik gotovo svih karcinoma cerviksa od posebne je
vaznosti u preventivnoj medicini. HPV dijagnostika pomocu viso-
koosjetljivih molekularno-bioloskih metoda moze unaprijediti pro-
bir na karcinom cerviksa i osigurati vazne informacije za dijagnozu,
procjenu rizika i poboljsanje skrbi za pacijenta s premalignim i
malignim promjenama na cerviksu.
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